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論 文 内 容 要 旨
序 鈴
微 生 物 の 生 産 す る セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ は 、 」%o∫ノノ〃5の 生 産 す る ス ブ チ リ シ ン(EC
3.4.21.14)に っ い て 最 も よ く研 究 さ れ て い る 。 ス プ チ リ シ ン は 、 ス プ チ リ シ ン ・ス ー パ ー
フ ァ ミ リ冨 を 形 成 し て い る 。 ス プ チ リ シ ン の 活 性 中 心 構 造 は 、 ト リ プ シ ン(EC3.4.2L4)
や キ モ ト リプ シ ン(EC3.4.21.1)な ど と 同 じ よ う に セ リ ン 残 基 、 ヒ ス チ ジ ン残 基 、 ア ス
パ ラ ギ ン 酸 残 基 が プ ロ ト ン ・ リ レ ー 系 に よ り 活 性 を 発 現 して い る こ と が 明 ら か に さ れ て い
る 。 ま た 、 基 質 特 異 性 に っ い て ト リ プ シ ン や キ モ ト リ プ シ ン 、 そ の 他 の 血 液 凝 固 系 の セ リ
ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ な ど の 、 哺 乳 類 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ と 比 べ る と 、 ス ブ チ リ シ ン は 広 い 基 質
特 異 性 を 持 っ と こ ろ に も そ の 特 徴 が あ る 。 こ れ ら の 酵 素 の う ち 、 作 用 最 適pHが 、 ア ル カ
リ領 域 に あ る も の を 特 に ア ル カ リプ ロ テ イ ナ ー ゼ と 言 う。 世 界 の 産 業 用 酵 素 利 用 の 約60
%は プ ロ テ イ ナ ー ゼ で あ る 。 微 生 物 の ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ は 、 全 酵 素 利 用 の う ち20
%強 で 、 産 業 的 に も 重 要 な 位 置 を 占 め て い る 。 ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 用 途 は 、 洗 浄 助
剤 と し て 洗 剤 に 添 加 さ れ る も の が 多 く 、 そ の ほ か 、 絹 の 精 練 、 廃 写 真 フ ィ ル ム の ゼ ラ チ ン
膜 の 除 去 に よ る 銀 の 回 収 な ど に も 用 い ら れ て い る 。
好 ア ル カ リ性 細 菌 は 、1962年 に 藍 を 還 元 す る 吻6ノ ノノ〃5∂ ノ68/4ρ 〃 ノ泓訪 ミは じ め て 報 告 さ
れ た 。 そ の 後 、 お も に 酵 素 探 索 の た め に 好 ア ル カ リ性 微 生 物 の 研 究 が 進 め ら れ た 。 そ し て 、
数 多 く の ア ル カ リ性 細 菌 が 単 離 さ れ 、 多 く の 新 し い 特 徴 を 持 っ 酵 素 が 見 出 だ さ れ て い る 。
こ の よ う な 状 況 の な か で 、 土 田 ら は ア ル カ リ条 件 下 の み で 生 育 し 中 性 条 件 下 で は 生 育 で き
な い 低 温 性 の 好 ア ル カ リ性 動o〃 ノ〃5sp.NKS-21を 見 出 だ し 、 ま た こ の 生 産 す る ナ ル カ
リ セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ(ALPaseI)を 精 製 し 、 低 温 領 域 で 高 い 蛋 白 質 分 解 活 性 を 持 っ こ
と を 報 告 し た の 。
本 研 究 で は 、 好 ア ル カ リ性 動o∫ 〃 〃5sp.NKS-21の 生 産 す る ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ(ALPaseI)に っ い て 、 ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ る 化 学 修 飾 や α2一 マ ク ロ グ ロ ブ リ
ン に よ る 複 合 体 形 成 な ど を お こ な い 、 そ の 作 用 特 性 並 び に 機 能 変 換 を 検 討 し た 。 本 研 究 に
お い て は 、 さ ら に こ の 好 ア ル カ リ 性 動`∫ 〃 〃5sp.NKS-21の 培 養 上 清 よ り 、 従 来 の 報
告 に は ま っ た く見 ら れ な か っ た 等 電 点 が 極 度 に 低 い ア ル ヵ リ セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
(ALPaseII)を 発 見 、 諸 性 質 を 検 討 し 、 さ ら に 基 質 特 異 性 に つ い て 従 来 知 ら れ た 各 種 の ス
ブ チ リ シ ン 並 び にALPaseIと の 比 較 検 討 を 加 え た 。 ま たALPaseIIの 一 次 構 造 の 約1
/2に つ い て 明 ら か に し 、 従 来 既 知 の ス ブ チ リ シ ン の 一 次 構 造 と は 明 ら か に 異 な る 新 し い
ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ で あ る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に こ れ ら の ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ





さ れ て い る こ と を 確 認 し た 。 しか し こ のALPaseIは 通 常 の 成 熟 型 の 酵 素 に 比 べ 分 子 量 が.
約6,000大 き く 、 熱 安 定 性 が 向 上 し て い た 。
一91一
第1章 動`∫ 〃 ∬sp.甑S-21の 生 産 す る ア ル カ リ ブ ロ テ イ ナ ー ゼ(ALPase,1)の 作
用 特 性
第1節 幽`〃 ノ〃5sp.甑S-21の 生 産 す る ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ(▲LPaseI)の 活
性 化 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ る 化 学 修 飾2,
動`〆 〃 〃5sp.NKS-21の 生 産 す る ア ル カ リ プqテ イ ナ ー ゼ(ALPaseI)を 精 製 し 、 平 均
分 子 量10,000の 活 性 化 ボ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 化 学 修 飾 を 行 っ た 。 修 飾 酵 素 は
等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ っ て 精 製 し た(Fig.D。 現 在 ま で に 修 飾 酵 素 を 精 製 す る た め に 用 い
ら れ て い た 主 な 方 法 は 、 メ ン ブ ラ ンを 用 い た 分 子 量 分 画 法 と イ オ ン 交 換 法 で あ っ た が 、 こ
れ ら の 方 法 で は 低 分 子 の 蛋 白 質 を 修 飾 し た と き に 未 反 応 の ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル を 除 去
し き れ な い な ど の 難 点 が あ っ た 。 等 電 点 電 気 泳 動 法 を 用 い る こ と で 、 ポ リエ チ レ ン グ リコ ー
ル と 分 子 量 差 の 少 な い 修 飾 酵 素 を 精 製 で き る こ と を 明 ら か に した(Fig.2)。 ト リニ トロ ベ
ン ゼ ン ス ル フ ォ ン 酸 を 用 い て 酵 素 分 子 表 層 の ア ミ ノ 基 の 定 量 を 行 っ た と こ ろ 、ALPaseIの
ア ミ ノ 末 端 を 含 む5残 基 の ア ミ ノ 基 の う ち2残 基 が 修 飾 さ れ て い た 。 修 飾 酵 素 は 、 化 学 合
成 し た 低 分 子 の 合 成 蛍 光 基 質 及 び 発 色 基 質 に 対 し て は 約75%の 活 性 の 低 下 が 見 られ 、 蛋
白 性 基 質 で あ る カ ゼ イ ン に 対 し て は85%の 活 性 の 低 下 が 見 ら れ た 。 修 飾 酵 素 と 未 修 飾 酵
素 に っ い て 低 分 子 合 成 基 質 に 対 す る反 応 動 力 学 的 解 折 を 行 っ た 結 果 、 漁 に 変 化 も生 じ た
が 允atの 値 に 及 ぼ す 影 響 の ほ う が 大 き く あ ら わ れ た(Table1)。 以 上 の 結 果 、 ポ リエ チ
レ ン グ リ コ ー ル 分 子 がALPascI酵 素 分 子 に 結 合 す る こ と に よ り 、 酵 素 一 基 質 問 の 親 和
力 の 若 干 の 低 下 を も た ら し た だ け で な く 、 酵 素 一 基 質 の 四 面 中 間 体 の 形 成 か ら こ の 解 離 に
い た る 脱 ア シ ル 過 程 で の 反 応 速 度 の 低 下 が 示 唆 さ れ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 修 飾 酵 素 分 子
に 結 合 し た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル2分 子 の う ち 少 な く と も1分 子 は 、 活 性 中 心 の 近 傍 に
あ る ア ミ ノ 基 に 結 合 し た もの と 推 定 さ れ た 。 免 疫 学 的 観 察 の 結 果 、 ポ リエ チ レ ン グ リコ ー
ル に よ る 化 学 修 飾 に よ っ てALPaseIは 、 抗ALPaseI抗 血 清 と の 結 合 能 は20%減 少 し
た 。 ま た 、 化 学 修 飾 酵 素 は 未 修 飾 酵 素 に 比 べ て 耐 熱 性 が 約5℃ 増 し た(Fig.3)。 有 機 溶 媒
で あ る ベ ン ゼ ン 中 で の 酵 素 反 応 を 検 討 し た と こ ろ 、 低 分 子 合 成 蛍 光 基 質 、Succiny1-L-ala
nyl-L-alanyl-L-prolyl-L-phenylalanyl-4-methyl-coumaryl-7-amide(Suc-Ala-Ala-Pro-
Phe卍CA)を 分 解 す る 活 性 を も っ て い た 。 な お 、 こ の 基 質 は 、 水 層 よ り 有 機 溶 媒 層 に よ り
よ く 溶 解 し た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル が2分 子 し か 酵 素 分 子 に 結 合 し
て い な い の に も か か わ ら ず 化 学 修 飾 酵 素 が 有 機 溶 媒 中 で 活 性 を 発 現 し た の は 、 活 性 中 心 近
傍 に 結 合 し た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 に ょ っ て 活 性 中 心 領 域 が 有 機 溶 媒 相 と 結 合 水 の
水 相 と の 界 面 に 向 く よ う に 配 向 さ れ 、 い わ ば 、 修 飾 酵 素 は 有 機 溶 媒 相 に 頭 を つ っ こ む よ う
に して 基 質 と イ ン タ ー ラ ク シ ョ ン で き る よ う に な っ た も の と 推 定 し た 。
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第2節 」幽d〃 〃5sp.甑S-21の 生 産 す る ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ(ALPaseI)と α2・一マ
ク ロ グ ロ プ リ ン の 相 互 作 用
ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 用 途 の も っ と も 大 き な も の は 、 洗 剤 の 助 剤 用 で あ る 。 好 ア
ル カ リ菌 の ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ は 、 本 来 血 液 中 に 入 り 血 液 蛋 白 質 と 接 触 す る こ と は あ
り え な い こ と で あ っ た 。 し か し ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ を 洗 剤 の 助 剤 と し て 利 用 す る こ と
で こ れ ら の 酵 素 が 生 体 内 に 侵 入 す る 場 合 を 想 定 し 、 血 液 中 の α ズ マ ク ロ グ ロ プ リ ン に よ る'
生 体 防 御 機 構 の バ リ ヤ ー に 対 し ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ が 中 性 領 域 で 働 け る か 否 か 、 血 中
の α ガ マ ク ロ グ ロ ブ リ ン と ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 相 互 作 用 が あ り う る か ど う か を 検 討
し た 。
ALPaseIと α2一マ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 相 互 作 用 は 生 体 内 の 血 液 のpHに 近 いpH7.5で
行 っ た 。 好 ア ル カ リ 性 細 菌 の 生 産 す るALPascIは 、 α2マ ク[コ グ ロ プ リ ン にpH7.5で
トラ ッ プ さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。 化 学 量 論 的 解 析 に よ りALPascIは2分 子 が α2一 マ
ク ロ グ ロ ブ リ ン1分 子 に 結 合 し た こ と を あ き ら か に し た(Fig.4)。 α2マ ク ロ グ ロ ブ リ ン
ーALPaseI複 合 体 は
、 低 分 子 合 成 蛍 光 基 質 で あ るSuc-Ala一Ala-Pro-Phe一 区CAあ る い は ミ ル
ク カ ゼ イ ン に 対 し て い ず れ も約80%の 活 性 を 失 っ て い た 。 電 子 顕 微 鏡 に よ り観 察 す る と 、
花 型 を して い た α2.一マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、ALPaseIを トラ ッ プ す る こ と で コ ン フ ォ ー
メ ー シ ョ ン に 変 化 が 生 じH型 に な っ た(Fig.6)。 こ の コ ン フ ォ ー メ ー シ ョ ンの 変 化 に つ い
て 複 合 体 形 成 反 応 を294nmの 葦 ス ペ ク トル に よ っ て 経 時 的 に 観 察 し た と こ ろ 、 α2一 マ ク
ロ グ ロ ブ リ ン とALPascIを 混 合 し た 後 、 約10秒 後 に 大 き く コ ン フ 才 一 メ ー シ ョ ン変 化
を 生 じ 約60秒 で そ の 反 応 が 終 了 し た(Fig.7)。 α2マ ク ロ グ ロ プ リ ン ーALPaseIの 複
合 体 は 、 抗 八LPascl抗 血 清 と は ま っ た く反 応 せ ず 、ALPasclは 抗 原 性 を 消 失 し て い た 。
α,.一マ ク ロ グ ロ ブ リ ン ーALPase工 複 合 体 は 、 非 常 に 安 定 でpH7.5で 長 時 闇 イ ン キ ュ ベ ー
ト し て も 変 化 が な い こ と を 明 ら か に し た(Fig.8)。 ラ ッ トH皿液 中 で は 、 α2マ ク ロ グ ロ プ
リ ン ー プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 複 合 体 は 、 コ ン フ ォ ー メ ー シ ョ ン 変 化 に よ っ て 露 出 し た レ セ プ タ ー
結 合 部 位 に よ っ て レ セ プ タ ー と 結 合 し 細 網 内 皮 系 に 取 り こ ま れ 排 除 さ れ る こ と が 知 ら れ て
い る 。 本 研 究 のALPaseIに っ い て も 、 生 体 内 で は α2マ ク ロ グ ロ ブ リ ン ーALPaseI複
合 体 は 細 網 内 皮 系 に 取 り こ ま れ て し ま う こ と が 推 定 さ れ た 。
以 上 の 結 果 、 血 液 に と っ て は 本 来 遭 遇 す る は ず の な い 異 常 環 境 に 生 育 す る 微 生 物 の 生
産 す る ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ と 、 し か も そ の ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 作 用 最 適pHを
は る か に 離 れ たpH領 域 で あ るpH7.5で 、 血 液 中 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る
α2一 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン が プ ロ テ ォ リ シ ス を う けALPaseIを 効 果 的 に トラ ッ プ す る こ と を
明 ら か に し た 。 血 漿 タ ン パ ク α ガ マ ク ロ グ ロ ブ リ ン は ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ に 対 し、 十
分 生 体 防 御 機 構 を 発 揮 す る こ と を 分 子 レ ベ ル で 示 し た 。
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第2章 動6〃7〃5sp.MS-21の 生 産 す る 等 電 点 を2.8に 持 つ 新 し い ア ル カ リ プ ロ テ
イ ナ ー ゼ(ALPascII)の 発 見 、 精 製 と 性 質n
好 ア ル カ リ性 動oゴ ノ!〃5sp。NKS-21菌 の 液 体 培 養 物 上 清 よ り 従 来 ま っ た く報 告 の 見
ら れ な か っ た 新 し い ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ(ALPaseII)をDEAE-TOYOPEARL,Octy1-
Sepharose,Octy1-Sepharose,DEAE-TOYOPEARLを も ち い て 精 製 し た(Table3)。 、肌Pase
IIは 、 フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ リ ド(P董SF)で 阻 害 さ れ る セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー
ゼ で あ っ た(Table4)。 分 子 量 は 、SDS一 ポ リ ア ク リル ァ ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 で32,000と 推
定 さ れ た(Fig.9)。ALPaseIIは 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 で は 今 ま で に 知 ら れ て い る ど の ア ル
カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ よ り低 いpI2.8を 示 し た(Fig.10)。 至 適pHは 、10.2で あ っ た 。
比 活 性 は 、 ミル ク カ ゼ イ ン に 対 し て0,28kata1/kg、 蛍 光 基 質Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-HCA
に 対 し て0.34katal/kg、Succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-prolyl-L-phenylalanyl一 ρ一
nitroanilide(Suc一Ala-Aal-Pro-Phe-pM)に 対 し て8.5katal/kgの 値 を 示 し た 。 こ の
発 色 性 基 質 に 対 す る 高 い 活 性 は 今 ま で に 知 ら れ て い る ス ブ チ リ シ ン ・カ ル ス ベ ル ク やBP
N'等 に は 見 ら れ な い も の で あ っ た 。 基 質 特 異 性 を 低 分 子 の 合 成 蛍 光 基 質 と 発 色 基 質 と を
用 い て 検 討 し た(Table5,6)。 そ の 結 果 、 基 質 と な る ペ プ チ ドがSchechterとBergerの
命 名 法b,に よ るP、 位 か らP4位 ま で の 長 さ を 持 ち 、 し か もP、 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 疎 水
性 で 、 な お か っ 大 き い と き にALPascIIの 活 性 は 最 も よ く 発 現 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
こ の 結 果 は 、 △LPaseIIの 基 質 特 異 性 が 、 ス ブ チ リ シ ン ・ カ ル ス ベ ル ク やBPN'な ど
に 比 べ る と 高 く 、ALPaseIに 比 べ る と よ り低 い も の で あ る 事 を 示 し た 。ALPaseIIは 、
抗ALPaseI抗 血 清 と は 反 応 し な か っ た(Fig.11)。 し た が っ て 同 じ 菌 か ら生 産 さ れ た2
種 のALPaseIIとALPaseIと は 、 免 疫 学 的 に 異 な る 構 造 を 持 っ こ と を 推 定 し た 。 精 製
し たALPaseIIを ア セ トニ ト リ ル で 変 性 後 、 リ ジ ル エ ン ドペ プ チ ダ ー ゼ(EC3。4.21.5
0)を 用 い て 分 解 し8画 分 の ペ プ チ ド断 片 を 得 た 。 こ れ ら のALPaseIIペ プ チ ド断 片 に
っ い て 気 相N末 端 シ ー ク エ ネ ー タ ー で 一 次 構 造 決 定 を 行 い 、 約120残 基 の ア ミ ノ 酸 部 分
配 列 を 明 ら か に し た(Fig.12)。 こ れ ら の 結 果 よ り、ALPaseIIは 今 ま で に 知 ら れ て い
な い ま っ た く新 し い ア ル カ リプ ロ テ イ ナ ー ゼ で あ る と 結 論 さ れ た 。
第3章'好 ア ル カ リ性 細 菌 ア ル カ リプ ロ テ イ ナ ー ゼ の ク ロ ー ニ ン グ
好 ア ル カ リ細 菌 ア ル カ リプ ロ テ イ ナ ー ゼ の 塩 碁 配 列 を 求 め る た め に ク ロ ー ニ ン グ を 開
始 した 。 好 ア ル カ リ腔 動6∫ 〃 〃5'sp.κKS-21のDNAを 調 製 し 、 こ れ を 制 限 酵 素Sau3A
Iで 部 分 分 解 し プ ラ ス ミ ドpUCll9を ベ ク タ ー と して マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト中 のBa皿
HIサ イ トに 挿 入(Fig.豆3)、 あ る い は 、Hind皿 で 分 解 しpBR322のHind亘 サ イ トに 挿
入 し大 腸 菌 に 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 は 、 ス キ ム ミ ル ク を 含 む 培 地 上 で ス ク
b)1,ShechterandA,Berger,.Biochem.Biophys.ges.Commun.,29.862(1976)
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リ ー ニ ン グ し 、 ハ ロ ー 形 成 能 の あ る 株 を 選 抜 し た 。 ハ ロ ー 形 成 能 を 持 つ 大 腸 菌 はpUC119
の 場 合 、 形 質 転 換 株 約8,000株 に1株 の 割 合 で 、pBR322を 用 い た と き に は3万 株 に1
株 の 割 合 で 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 組 み 替 え 体 に つ い てSuc-AAPF卍CAとBoc-EKK逝CA
の2つ の 蛍 光 基 質 に よ る 解 析 に よ っ て ほ と ん ど の 株 がALPaseIを 発 現 し て い る こ と を 推
定 し た(Table8)。ALPaselを 発 現 す る 組 み 替 え 体 の 持 つ プ ラ ス ミ ドの う ちpUCII9を 用
い た も の に つ い て 制 限 酵 素 地 図 を 作 成 し た と こ ろ 同 じ遺 伝 子 部 位 の サ イ ズ の こ と な る も の
を イ ン サ ー トと して 含 ん で い る こ と を 確 認 し た(Fig.14)。 ま た 、 こ の う ち の1株 の 生 産
す る プ ロ テ イ ナ ー ゼ に つ い て 検 討 を 行 っ た と こ ろ 分 子 量 が 成 熟 型 の 酵 素 に 比 べ て 約6,000
大 き か っ た(Fig.15)。 さ ら に 熱 安 定 性 を 調 べ る と 従 来 の 酵 素 に 比 べ て10-15℃ 熱 安 定
性 が ま して い る こ と が 明 らか に な り(Fig.16)、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 分 子 の 機 能 改 変 の 生 じ た
も の で あ っ た 。
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結 論
好 ア ル カ リ性 動 σ〃 ノ〃5sp.HKS-21の 生 産 す る ア ル カ リプ ロ テ イ ナ ー ゼ(ALPase
I)を ポ リエ チ レング リコールで化学 修飾 した。 修雑酵素の 新 しい精 製法 と して は じめて
等 電 点 電 気 泳 動 法 を 用 い ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル と 低 分 子 の 修 飾 酵 素 の 分 離 法 を 確 立 し た 。
修 飾 酵 素 は 、 わ ず か2分 子 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル が 結 合 し た だ け に も か か わ ら ず 、 活
性 に 大 き な 変 化 を も た ら した 。 熱 安 定 性 は 向 上 し 、 有 機 溶 媒 中 で の 活 性 発 現 も生 じ る よ う
に な っ た 。
血 液 のpHに 近 い 中 性 領 域 で のALPascIと α2一マ ク ロ グ ロ プ リ ン と の 相 互 作 用 を 観 察
した 。 △LPaseIは 効 率 よ く α2一 マ ク ロ グ ロ プ リ ン に よ って ト ラ ッ プ さ れ 複 合 体 を 形 成 し
た 。 こ の 複 合 体 は 安 定 な コ ン フ ォ ー メ ー シ ョ ン を 持 ち 長 時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト し て
も 安 定 で あ っ た 。 他 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ ー 一g2一 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 複 合 体 の 血 液 中 で の 挙 動
と 合 わ せ て 考 え る とALPaseI一 α ビ マ ク ロ グ ロ ブ リ ン複 合 体 も 生 体 内 で は 細 網 内 皮 系 に
取 り こ ま れ て し ま う も の と 推 定 さ れ た 。 ア ル カ リ プ ロ テ イ ナ ー ゼ が 日 常 の 生 活 に 関 与 す る
よ う に な っ た 昨 今 で あ る が 、 生 体 の 防 御 機 構 ば こ の 新 し く接 近 して き た 酵 素 に 対 して も バ
リ ヤ ー を も っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
ALPaseIを 生 産 す る 動o〃!〃5sp.HKS-21か ら新 た に も う 一 つ の ア ル カ リセ リ ン
プ ロ テ イ ナ ー ゼ(△LPaseII)を 発 見 し た 。ALPaseIIは 今 ま で の ア ル カ リ ブ ロ テ イ ナ ー
ゼ に は な い 非 常 に 低 い 等 電 点 を 持 ちpI2.8で あ っ た 。 基 質 特 異 性 は 、 ス ブ チ リ シ ン ・カ
ル ス ベ ル ク やBPN'に 比 べ る と 高 くALPascIに 比 べ る と 低 か っ た 。 ア ミ ノ 酸 の 部 分 配
列 を 決 定 し#と こ ろ 、 今 ま で に 知 ら れ て い る ど の ス ブ チ リ シ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に属 す
る プ ロ テ イ ナ ー ゼ と も 異 な り ま っ た く新 しい 酵 素 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
こ れ ら の ア ル カ リプ ロ テ イ ナ ー ゼ の 遺 伝 子 の クU一 ニ ン グ を シ ョ ッ トガ ン 法 を 尾 い て
行 っ た と こ ろ 、 ス キ ム ミ ル ク を 含 む 寒 天 培 地 上 で ハ ロ ー 形 成 能 の あ る 組 み 替 え 体 が 選 抜 さ
れ た 。 こ れ ら の 組 み 替 え 体 の ほ と ん ど がALPaseIを 発 現 し て い た が こ れ ら の ア ル カ リ プ
ロ テ イ ナ ー ゼ は 、 通 常 のALPaseIと 異 な り 機 能 変 換 の 生 じ た も の で あ っ た 。 。
一96一
















polyethyleneglycol一 皿odifiedserineproteinasefro皿 ∠解o1潔 「■7ノ 〃550し7'、 ヨ8and
interactionwithaz-macroglobulin.Agric,Biol.Chem.,53.2063(1989)
4)T.Bamata,Y.Yamagata,T.Nakamura,T.Nakajima,B.Oda,S.YuraoandE .
1・hi・h・ 出・,C…ac・eri・ati。 ・ …hccb叩lex..・ …cc罫 ・　 ・acr・gl…li・a・d





























































































































































































































































ゴ・メ 可鷺 ・1巴∴ 三
,・ 昭:・', .二'
・ ・.':'.r・









　 コ ゼ 　コ ぱ　 の 　コ　
　 ど 　 コ ぼ ロ
・'』 ・'・層一 ㌔・べ'一
.』
み か ロ ド 　ら



































ず 　 　ロ 　一 ■
じ　 し コ














































しギ ＼ 、∫落 二㌃ ∵:'1」ぐ".
・融rデ読 デ





















































































































































































































































































































































AしPasel: ALPasel Carlsberg 8P闘1
Substrate


























































































































ALPaseII ALPasel Carlsberg BPN'
Substrate
Kmkcatkcat/KmKmkcatkcat/Km











































































































































































































































































































審 査 結 果 の 要 旨
世 界 の 産業 的 な酵 素 利 用 の約60%は プ ロテ ア ーゼ で あ る。 な か で も,細 菌 の アル カ リ プ ロテ
ア ーゼ は 全酵 素利 用 の うち約20%強 を しめ 産 業 的 に 最 も重 要 な酵 素 で あ る。
本 研 究 は,好 ア ル カ リ細 菌Bacillussp,NKS-21の 生 産 す る低 温性 の アル カ リプ ロテ イ ナ ー ゼ
に 関 す る もの で,研 究 の 目的 は アル カ リプ ロテ イ ナ ーゼ の 反 応解 析 と酵 素 分 子 の機 能 変 換 に 関 す
る研 究 で あ る。
ペ プチ ド合 成 触 媒 のた め に,ア ル カ リ プ ロテ イ ナ ー ゼ1(ALPasel)を ポ リエ チ レ ン グ リ
コール に よ り化学 修 飾 し有 機 溶 媒 中 に お け る酵 素 反 応 を 可 能 と した。 こ の際,活 性 中 心 近 傍 に起
るユ ニー クな修 飾 反 応 を 反 応 動 力 学 的 に 解 析 した。
アル カ リプ ロテ イ ナ ー ゼ は洗 剤 の 助 剤 用 が 多 い の で,酵 素 が体 に入 った 場 合 を 想 定 し,循 環 器
系 の 生 体 防御 機 構 が働 くか 否 か を 検 討 した 。 血 液 中 の α2一 マ ク ロ グ ロ ブ リンはALPaseIをpH
7.5で1:2の 割 で トラ ップ し複 合 体 を形 成 す る こと を明 らか に した。 この複 合 体 形 成 に よ る 分
子構 造 の変 化 を確 認 した 。 以 上 の 結 果,複 合 体 は 血 中 に あ れ ば,変 化 した 構 造 を 確 認 す る レセ プ
ター と結 合 し細 網 内皮 系 に 取 り込 まれ 排 除 され る 生 体 防 御機 構 が 働 くも の と推 察 され た 。
好 アル カ リ細 菌NKS-21株 の 生 産 す る等 電 点 を2。8に 持 つ 新 規 の アル カ リプ ロテ イ ナ ー ゼ
(ALPase皿)を 発 見 した 。 同 酵 素 を均 一 に精 製 し,酵 素 化 学 的 性 質,基 質 特異 性 を 明 ら か に し
た。一 次 構 造 につ い て約120残 基 の ア ミノ酸 配 列 を 明 らか に した 。そ の構 造 は,従 来 か ら知 られ て
い るス ブ チ リシ ン ・ス ーパ ー フ ァ ミ リーに 属 す る5種 の も の とか な り異 な る構 造 で あ る こ とを示
した。
好 ア ル カ リ細 菌 アル カ リプ ロテ イ ナ ー ゼ 遺伝 子 を ク ロー ニ ング した 。 大 腸 菌 で 発 見 させ た アル
カ リプ ロテ イ ナ ー ゼ は,ALPaseIの 抗 体 と反 応 し,特 異 性,最 適pHはALPaseIと 同 じで あ っ
た が,分 子量 はALPaseIよ り6000大 き く,等 電 点 がpH2.8以 下 とい うも の で あ った 。 こ の 発 現
の し くみ は遺 伝 子 発 現 の 新 しい し く.みに つ な が る もの と期 待 され て い る。
以上 の よ うに,本 論 文 は 好 アル カ リ細 菌 の アル カ リプ ロテ イ ナ ー ゼに つ いて,新 酵 素 の発 見,
反応 解析,機 能 変 換,遺 伝 子 の 発 現 な どの 広 範 囲 な研 究 を行 っ た も の で,よ って審 査 員 一 同本 研
究者 に対 して農 学 博 士 の学 位 を 授 与 す るに 価 す る もの と認 定 した 。
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